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DISPOSITIF D ' IMAGE RIE DE FLUORESCENCE 
EN LUMIERE POLAR I SEE 

Domaine technique et art ant6rieur 
5 L' invention concerne un dispositif d'imagerie 

de fluorescence en lumifere polaris6e. 

La fluorescence polaris6e est utilis6e pour 
mettre en Evidence le mouvement de molecules et f 
partant, la dimension de molecules. La polarisation de 
10 la lumidre de fluorescence r6-6mise par une molecule 
est en effet d'autant moins modifi^e par rapport & la 
polarisation de la lumiere d' excitation regue par la 
molecule que la molecule est de grande dimension. 

La fluorescence polarisee a longtemps §t§ 
15 utilisee pour mettre en evidence les mouvements 
partiels d'un polym&re en marquant le polym&re d'une 
substance emissive f luorescente . 

Les applications actuelles concernent 
principalement les interactions entre prot^ines (etude 
20 des reactions antigene-anticorps en immunologie, des 
reactions biochimiques telles que les reactions 
enzymes-substrats ) et l'6tude des membranes. 

La fluorescence polarisSe, de meme que le 
transfert d'energie, sont egalement utilises pour 
25 separer des molecules (cytometrie par exemple). 

Plus r^cemment, la fluorescence polaris6e a et§ 
utilis6e pour 1* analyse de sequences d'acides 
nucleiques marques. Ainsi, peut-on citer 1' article 
"Fluorescence Polarization In Homogeneous Nucleic Acid 
30 Analysis" de Chen, Levine et Kwok, Genome Research, 
09/98, et 1' article « A homogeneous method for 



B 13487 PR 



genotyplng with fluorescence polarization », Neil J. 
Gibson, Helen L. Gillard, David Whitcombe, Richard M. 
Ferrie, Clive R. Newton , et Stephen Little, Clinical 
Chemistry 43 :8, 1336-1341. 

En ce qui concerne les applications relatives 
aux interactions entre prot6ines, deux articles peuvent 
etre cit6s : 

» Fluorescence Anisotropy : Rapid, Quantitative Assay 
for Protein-DNA and Protein-Protein Interaction" de 
Tomasz Heyduk, Yuexing Ma, Hong Tang et Richard H. 
Ebright, Methods in Enzymology, vol. 274, et 
"DMA detection by strand displacement amplification 
and fluorescence polarization with signal enhancement 
using a DNA binding protein" de G.Terrance Walker, 
G.Preston Linn et James G. Nadeau, Nucleic Acids 
Research, 1996, vol 24, n°2. 

On peut egalement citer deux brevets europ^ens 
concernant la m^thode de fluorescence polaris^e : 

- le brevet EP 0 382 433 Bl intitul6 "Detection of 
nucleic acid sequences using fluorescence 
polarization" , et 

- le brevet EP 0 678 581 Al intitule "Fluorescence 
polarization detection of nucleic acid 
amplification" . 

De nombreux dispositifs permettant de mettre en 
ceuvre des mesures de fluorescence polarisee sont connus 
de l'art ant^rieur. On peut citer, par exemple, les 
spec trophotom&t res munis d'accessoires de polarisation. 
Les spectres etudi6s sont alors des spectres & 
monochromateurs devant lesquels sont places des filtres 
de polarisation. La lumiere blanche est polaris6e 
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verticalement avant d'atteindre 1 ' 6chantillon et la 
fluorescence de 1 ' 6chantillon est analys6e 
alternativement avec une polarisation verticale puis 
horizontale. Le taux de polarisation P est donn6 par la 
formule ci-dessous: 

i n + gi ± 

oil I|| et I_l sont, respectivement , les intensit6s 
mesurees en polarisation verticale et horizontale/ et G 
un facteur de correction qui tient compte du 
des§quilibre naturel entre polarisations verticale et 
horizontale du au fait que les monochromateurs ne 
donnent pas les memes valeurs suivant les deux axes de 
polarisation . 

Ces spectres pr§sentent l'avantage de permettre 
une exploration de toute la plage spectrale, aussi bien 
en emission qu'en excitation. lis manquent cependant de 
sensibility, car les monochromateurs sont des films 
tres s^lectifs qui presentent une attenuation 
relativement elev^e . 

II existe egalement les lecteurs de plaques a 
puits. Les lecteurs de plaque & puits fonctionnent soit 
avec une lampe source blanche filtr^e, soit avec des 
lasers . 

La lecture dans les puits tend & dSpolariser la 
lumiere (presence d'un menisque liquide-air ) . II s'en 
suit que leurs performances en polarisation sont 
limitees . 
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4 

II existe 6galement des bancs d'6tude h deux 
voies simultan6es. On peut alors balayer n points de 
mesures, mais ceci n6cessite un mouvement m6canique et 
un dispositif de synchronisation qui rendent la mise en 
5 oeuvre de ces bancs delicate en milieu industriel. 

Le dispositif d'imagerie par fluorescence selon 
1' invention ne pr6sente pas les inconv6nients 
mentionn6s ci-dessus • 

10 Expose de 1 ' invention 

En ef f et, 1 ' invention concerne un dispositif 
d'imagerie par fluorescence comprenant des premiers 
moyens pour contenir des constituants ci analyser, des 
deuxidmes moyens pour 6clairer par une lumidre 

15 polarisee les constituants a analyser et des troisidmes 
moyens pour lire une lumifere de fluorescence emise par 
les constituants sous 1' action de la lumiSre polaris6e. 
Les premiers moyens sont constitu^s d'une structure de 
micro canaux en par allele et les deuxiSmes moyens 

20 comprennent au moins un dispositif de couplage pour 
guider la lumiere polarisee dans les micro canaux. 

Le dispositif selon 1' invention permet de 
discriminer facilement des molecules de tailles 
diff^rentes. II est ainsi possible, par exemple, de 

25 discriminer une sequence de 16 & 20 acides nucl6iques 
marques d'un fluorophore dans une solution contenant 
des oligonucleotides non marqu6s et des fluorophores h. 
l'etat libre. Ceci peut etre utilise dans les reactions 
de genotypage pour l'^tude du polymorphisme . 

30 Selon le mode de realisation pr^ferentiel de 

1' invention , la polarisation de la lumiere qui 6claire 
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les constituants h analyser est une polarisation 
verticale. 

Brfeve description des figures 
5 D'autres caract6ristiques et avantages de 

1' invention apparaitront h la lecture d'un mode de 
realisation pr§f6rentiel de 1' invention fait en 
reference aux figures ci-annexees parmi lesquelles : 

- la figure 1 represente un premier exemple de 
10 dispositif de couplage de lumiere polar isee dans une 

structure de micro canaux selon 1' invention ; 

- la figure 2 represente un deuxiSme exemple de 
dispositif de couplage de lumiere polarisee dans une 
structure de micro canaux selon 1' invention ; 

15 - la figure 3 represente un troisidme exemple de 
dispositif de couplage de lumiere polarisee dans une 
structure de micro canaux selon 1' invention ; 

- la figure 4 represente un premier exemple de 
dispositif de lecture de lumiere fluorescente 

20 polarisee selon 1' invention; 

- la figure 5 represente un deuxieme exemple de 
dispositif de lecture de lumiere fluorescente 
polaris6e selon 1' invention, 

- la figure 6 represente un troisieme exemple de 
25 dispositif de lecture de lumiere fluorescente 

polarisee selon 1' invention ; 

- la figure 7 represente, de fagon symbolique, une 
image de fluorescence selon 1' invention obtenue & 
l'aide d'un dispositif tel que le dispositif de la 

30 figure 6 ; 
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- la figure 8 repr6sente un quatri&me exemple de 
dispositif de lecture de lumidre fluorescente 
polaris6e selon 1' invention ; 

- la figure 9 repr6sente, de fagon symbolique, une 
5 image de fluorescence selon 1' invention obtenue h 

l'aide d'un dispositif tel que le dispositif de la 
figure 8. 

Sur toutes les figures les memes r6f6rences 
d#signent les memes Elements. 

10 

Description d£taill6e de modes de mi se en oeuvre — de 
1 1 invention 

Le dispositif selon 1' invention permet de faire 
l'imagerie de fluorescence polarisee de composants 

15 distribu6s dans N micro canaux en parallele, N 6tant un 
nombre entier pouvant, par exemple, etre 6gal a 100. 
Les micro canaux peuvent soit etre graves dans une puce 
support en verre ou en plastique de bonne quality 
optique ou encore en silicium, soit etre constitu^s de 

20 capillaires souples. 

Selon 1' invention, un dispositif de couplage 
permet de guider la lumiere dans les N micro canaux en 
parallele et, ainsi, d'obtenir N trongons fluorescents 
dont la longueur 1 peut etre comprise, par exemple, 

25 entre 1 mm et 10 mm. A titre d' exemple non limitatif, 
les micro canaux ont une section de 200\xm et leur pas 
est de 400nm. Le dispositif de couplage peut etre une 
lentille cylindrique comme repr6sent6 en figure 1 ou un 
reseau de diffraction comme represents en figure 2. 

30 Sur la figure 1, une lentille cylindrique 2 

6clair6e par une source laser 1 permet de constituer un 
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mince plan de lumidre laser 3 qui p6n6tre dans la 
structure 4 de micro canaux. Par "source laser", on 
entend aussi bien laser que micro laser, 

Sur la figure 2, un r6seau de diffraction 5 
5 6claire par une lumidre de longueur d'onde X permet de 
g6n6rer N points source distincts si, s2, s3, sN. 
Chaque point source est aligns avec un micro canal. 
Cette derniSre configuration permet avantageusement 
d'#viter les problemes de diffusion parasite et les 

10 problemes de diaphonie entre micro canaux. 

La figure 3 repr6sente un troisidme exemple de 
dispositif de couplage de lumiere polaris6e dans une 
structure de micro canaux selon 1' invention. 

Selon ce troisieme exemple, la fluorescence de 

15 deux marqueurs distincts est imagee. La structure de 
micro canaux est alors constitute, par exemple, de deux 
structures eiementaires telles que representees en 
figure 2. Une lumiere de longueur d'onde Xl excite les 
marqueurs contenus dans les micro canaux de la premiere 

20 structure 61ementaire et une lumiere de longueur d'onde 
X2 excite les marqueurs contenus dans les micro canaux 
de la deuxi&me structure el6mentaire. 

Une structure telle que representee en figure 3 
est utiliste, par exemple, dans les reactions de 

25 g6notypage pour 1' etude du polymorphisme. Un premier 
marqueur est alors choisi parmi les f luoresceines 
(longueur d'onde d' excitation XI sensiblement comprise 
entre 488nm et 514nm et longueur d'onde d'emission 
sensiblement egale h 520nm) et le second marqueur est 

30 choisi parmi les rhodamines (longueur d'onde 
d' excitation K2 sensiblement comprise entre 530nm et 
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550nm et longueur d'onde d' Emission sensiblement Sgale 
k 580nm) . A titre d'exemple non limitatif, le premier 
marqueur est du FAM et le second marqueur du TAMRA. 

La figure 4 repr6sente un premier exemple de 
dispositif de lecture de lumiSre fluorescente polaris6e 
selon 1 ' invention . 

Une optique 10 et des f iltres polar isants 6 et 
7 permettent d' imager les N micro canaux en paralldle 
sur une camera CCD (CCD pour "Charge Coupled Device"). 
A titre d'exemple non limitatif, les f iltres 
polarisants 6 et 7 sont months sur une roue ci filtres 
9. La lumiere de fluorescence F issue des N micro 
canaux est alors d6tect6e. L' image des N micro canaux 
est effectuee, tout d'abord, selon une premiere 
direction de polarisation, puis, dans la direction 
perpendiculaire a la premiere direction de 
polarisation. On obtient ainsi , canal par canal, les 

deux valeurs d' intensity I|| et La valeur de la 

polarisation resultante est donne par : 

P = X H ~ X ± 
III + I ± 

La figure 5 repr6sente un deuxidme exemple de 
dispositif de lecture de lumiere fluorescente polaris6e 
selon 1 ' invention . 

Selon ce deuxi&me exemple, deux marqueurs 
differents sont images. II peut s'agir, par exemple, du 
R110 et du Tamra comme cela a ete mentionne 
precedemment . Le dispositif comprend un objectif 10, 
une camera CCD 8 et quatre filtres polarisants 11, 12, 
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13 et 14 months sur une roue & filtres 15. Les f litres 
11 et 12 filtrent respectivement la polarisation 
verticale et la polarisation horizontale de la lumi^re 
fluorescente issue d'un premier marqueur et les filtres 
13 et 14 filtrent respectivement la polarisation 
verticale et la polarisation horizontale de la lumidre 
fluorescente issue du second marqueur. Les intensity 

respectives I||R110, Ij_RllO, I||Tamra et Ij_Tamra sont 
alors success ivement mesurees par la camera 8. A cette 
fin, la roue a filtres 15 est commut6e en 
synchronisation avec les deux faisceaux laser 
d' excitation (non repr6sent6s sur la figure) qui 
eclairent successivement les micro canaux. 

La figure 6 repr^sente un troisidme exemple de 
dispositif de lecture de lumidre fluorescente polaris6e 
selon 1 ' invention . 

En plus de l'objectif 10 et de la camera 8, le 
dispositif de lecture comprend des moyens pour 
permettre, pour chaque marqueur, la mesure simultan6e 

des intensites I|| et Les polarisations verticale et 
horizontale sont alors s6par6es et projetees sur deux 
zones distinctes de la camera. Les deux polarisations 
qui sont contenues dans la lumiere fluorescente F sont 
s6par6es par un cristal birefringent 16 , par exemple un 
barreau de LiNb0 3 . Une premiere image est alors form6e 
dans une premiere couleur (premier marqueur) et une 
deuxidme image est formee dans une deuxieme couleur 
(deuxieme marqueur). Les images sont formees 
successivement, suite & la commutation des faisceaux 
laser d' excitation. Bien entendu, ceci est donn6 h 
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titre d' exemple et le dispositif peut fonctionner avec 
une seule couleur (dans ce cas, un seul marqueur est 
utilise afin de d6tecter un type d'acide nucieique) 
mais aussi avec trois voire quatre couleurs (dans ce 
cas, on utilise le nombre correspondant de marqueurs). 

L' image de fluorescence obtenue dans une 
couleur est representee en figure 7. L' image de 
fluorescence Cj (j=l, 2, N) d'un micro canal est 

ainsi constitute d'une succession de paires de pixels , 
chaque paire de pixels representant une meme zone de 
micro canal. Les pixels d'une meme paire ont pour 

intensites respectives les intensites I|| et 

La figure 8 repr6sente un quatridme exemple de 
dispositif de lecture de lumi&re fluorescente selon 
1 ' invention. 

Le dispositif de lecture selon le quatri&me 
exemple de realisation de 1' invention comprend des 
moyens pour former une image de fluorescence de la 
puce, simultanement dans les deux polarisations et dans 
les deux couleurs. 

Sur 1' image formee, les deux couleurs sont 
separees en deux zones distinctes. La separation des 
couleurs est effectu§e en decalant les deux faisceaux 

laser qui 6clairent la structure de micro canaux. Par 

i 

ailleurs, un cristal birtf ringent , par exemple un 
cristal de calcite 11, est interpose entre la structure 
de micro canaux et l'objectif 10. Le cristal de calcite 
17 permet une separation des polarisations. 

L' image obtenue par un dispositif selon la 
figure 8 est representee en figure 9. 
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L' image de fluorescence Cj (j=l# 2, ~, N) de 
chaque micro canal est rtpartie en deux zones : une 
zone Zl relative a une premiere couleur (premier 
marqueur) et une zone Z2 relative & une deuxi&me 
5 couleur (deuxifeme marqueur). De meme que prtctderament , 
chaque image Cj est constitute d'une succession de 
paires de pixels, chaque paire de pixels reprtsentant 
une meme zone de micro canal, les pixels d'une meme 
paire ayant pour intensitts respectives les intensity 

10 I|| et 

Ci-dessous est donnt, titre d'exemple non 

limitatif , le dimensionnement d'un dispositif 
d'imagerie de fluorescence qui a et6 realist pour 
mettre en ceuvre 1' invention : 
15 - taille de la barrette CCD : 1024 x 60 

(24,6 x 1,44mm 2 ) ; 

- taille des pixels de detection de la barrette 
CCD : 24 x 24 \xm 2 ; 

- micro canaux : largeur 200fxm, pas 400nm, encombrement 
20 total selon l'axe des micro canaux 40mm, zone de 

fluorescence selon l'axe des micro canaux 1mm, 
grossissement 0,5 ; 

- champ d' image sur la camera # 30s ; 
nombre de pixels par micro canal : 4 x 20 ; 

25 - ouverture numerique de l'optique : 0,1 avec une 
focale de 10mm ouverte h f/2 

puissance de la lumiere laser par micro 
canal : lOO^W. 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif d'imagerie par fluorescence 
comprenant des premiers moyens pour contenir des 

5 constituants & analyser, des deuxi&mes moyens pour 
6clairer par une lumi^re polaris6e les constituants & 
analyser et des troisidmes moyens pour lire une lumiSre 
de fluorescence 6mise par les constituants sous 
1' action de la lumi&re polaris6e, caract6ris6 en ce que 
10 les premiers moyens sont constitu6s d'une structure de 
micro canaux en parallSle (4) et en ce que les 
deuxiemes moyens comprennent au moins un dispositif de 
couplage (2, 5) pour guider la lumidre polar is6e dans 
les micro canaux, 

15 

2. Dispositif selon la revendication 1, 
caract^rise en ce que les micro canaux sont graves dans 
une puce support en verre ou en plastique pr6sentant 
une bonne quality optique ou en silicium. 

20 

3. Dispositif selon la revendication l f 
caracteris6 en ce que les micro canaux sont des 
capillaires souples . 

25 4. Dispositif selon l'une quelconque des 

revendications prec6dentes caract6ris6 en ce que le 
dispositif de couplage comprend un reseau de 
diffraction ( 5 ) . 

30 5. Dispositif selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 3, caract§ris6 en ce que le 
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dispositif de couplage comprend une 
cylindrique ( 2 ) . 



6- Dispositif selon 1'une quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que les 
deuxidmes moyens comprennent un laser ou un micro laser 
pour eclairer la totalite de la structure de micro 
canaux (4) et en ce que les troisiemes moyens 
comprennent un premier filtre polarisant (6, 11 , 13) 
pour filtrer, dans un premier temps, une premidre 
composante de la lumidre fluorescente polaris6e selon 
une premiere direction et un deuxidme filtre polarisant 
(7, 12 , 14) pour filtrer, dans un deuxidme temps , une 
deuxieme composante de la lumi&re fluorescente 
polarisee selon une direction perpendiculaire k la 
premiere direction . 

7. Dispositif selon la revendication 6, 
caracteris§ en ce qu'il comprend une roue a f litres (9, 
15) pour commuter le premier filtre (6, 11, 13) et le 
deuxieme filtre (7, 12, 14). 

8. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 h 5, caracteris6 en ce que les 
deuxiemes moyens comprennent un laser ou micro laser 
pour eclairer la totalite de la structure de micro 
canaux (4) et en ce que les troisiemes moyens 
comprennent un cristal bir§fringent (16, 17) pour 
separer la lumiere de fluorescence emise selon deux 
composantes polaris§es perpendiculairement l'une par 
rapport a 1' autre. 
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9. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 8, caract6ris6 en ce que le laser ou 
le micro laser §met & une longueur d'onde (XI) 

5 sensiblement comprise entre 4 88nm et 514nm ou h une 
longueur d'onde (K2) sensiblement comprise entre 550nm 
et 580nm. 

10. Dispositif selon l'une quelconque des 
10 revendications 1 h 5, caract6rise en ce que les 

deuxiemes moyens comprennent un premier laser ou micro 
laser pour §clairer une premiere zone de la structure 
de micro canaux (4) et un deuxi^me micro laser pour 
6clairer, simultan6ment , une deuxidme zone de la 
15 structure de micro canaux (4) et en ce que les 
troisiSmes moyens comprennent un cristal bir^fringent 
(16, 17) pour s^parer la lumidre de fluorescence 6mise 
selon deux composantes polaris^es perpendiculairement 
l'une par rapport h 1' autre. 

20 

11. Dispositif selon la revendication 10 , 
caract^rise en ce que le premier laser ou micro laser 
6met & une longueur d'onde (XI) sensiblement comprise 
entre 4 88nm et 514nm et le deuxieme micro laser 6met & 

25 une longueur d'onde (X2) sensiblement comprise entre 
530nm et 550nm. 

12. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 7 a 11, caracterisS en ce que le cristal 

30 birefringent est un cristal de LiNb0 3 ou un cristal de 
calcite . 
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FIG. 7 
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FIG. 9 
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